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Appareil d'ex^cution automatique r^p^tee d'un cycle thennique, notamment pour {'amplification du n mbre 
d'une sequence definie d'aclde nucleique. 

fe?) Appareil d'execution automatique repetee d'un cyde 
tnermique pemnettant le traitement d'au moins un 6chantil- 
ton blologique caract^risS par le fait d'une part que 
rechantilton biologique est mis en mouvement I'lntdrieur 
d'une enceinte du type capillaire souple (10) entre au 
moins deux zones thermor6gul6es (7.8.9), d'autre part que 
le systeme d'entrainemenl de rechantfllon biologique com- 
porte au moins un galet (3.5) 6crasant le capillaire (10). et 
tel que le deplacement du dit systeme d*entrainement le 
long du capillaire ait un effet d'entrainement de l'6chantillon 
biologique a Tinterieur du capillaire. 
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La pr^sente invention s'applique a I'automatisation de tous 
precedes biologiques structures comme une succession de cycles 
fonctionnellement identiques, chaque cycle etant compost d'au moins 
deux etapes thermiques consecutives. Dans I'etat actuel de nos 
connaissances en biologie. le seul precede repondant aux 
caracteristiques precedemment citees et comportant au moins 5 cycles, 
mais preferentiellement 15 ^ 40. est la reaction en cliaine de la 
polymerase (Sailci et col.. 1985). plus couramment appelee technique 
PGR ("Polymerase Ciiain Reaction"). La PGR peut etre utilis6e dans de 
nombreux domaines lies a la recherche en biologie. mais son secteur 
privilegie d'application est le diagnostic biologique. qu'il s'agisse de la 
sante humaine. de la sante animate ou de I'agro-alimentaire. En sante 
humaine et animale. un tel diagnostic s'applique ^ la mise en evidence 
d'une infection par un pathogene et a la detection de maladies 
gen^tiques. En agro-alimentaire, ce diagnostic s'applique a la mise en 
evidence dans les denrees alimentaires d'un contaminant tel qu'un micro- 
organisme pathogene. 

De maniere generate, les techniques de biologie moleculaire 
utilisant I'hybridation moleculaire entre acides nucleiques permettent de 
diagnostiquer une infection par un pathogene avec une sensibilite et une 
specificite tres superieures a celles obtenues avec les tests 
immunologiques. Malheureusement, les techniques de biologie 
moleculaire precit^es ne sont utilisees que pour la recherche (Sambrook 
J. et col., 1989), alors que les techniques imm.unologiques sont 
employees de maniere courante pour les diagnostics de routine. 

A titre d'exemple, une infection virale chez un individu ne peut. en 
routine, etre decelee que a I'aide de tests immunologiques. En effet, dans 
la plupart des cas ce sont les anticorps diriges centre le virus qui sont 
recherches. ce qui est une preuve indirecte de la presence du virus. Gette 
methode est utilisee en particulier pour le diagnostic des infections par le 
virus de I'immunodeficience humaine (VIH) et le virus de I'hepatite C. 
Dans certains cas particuliers ou la viremie est importante, les antigenes 
viraux peuvent etre directement recherches dans le sang des individus. 
C'est le cas par exemple. pour le diagnostic d'une infection par le virus de 
I'hepatite B (VHB). De maniere g§nerale, les tests immunologiques ont 
des performances meyennes et ceci du fait de leur manque de sensibilite 
et de specificite. 
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Les tests immunologiques les plus performants permettent de 
detecter de 10^ a 10^ particules virales par millilitre. Or pour le VHB, un 
serum est considere comme infectieux jusqu'a 10^ particules virales par 
millilitre (Prince et col., 1983). Le nombre de resultats faussement negatifs 
5 est done important, puisque le seuil d'infectiosite est au molns 1000 fois 
plus faible que le seuil de sensibilite des tests immunologiques. 

Le manque de specificite de ces tests est directement lie aux 
reactions immunologiques mises en jeu. II en resulte des resultats 
faussement positlfs que Ton tente de mettre en evidence a I'aide d'un 

1 0 second test immunologique, couramment appele "test de confirmation". 
Cette approche est en particulier utilisee pour la detection des virus 
responsables du SIDA (Syndrome d'lmmunodeficience Acquise). 

Comme nous Tavons vu precedemment, les performances limitees 
des tests immunologiques de routine peuvent etre ameliorees de maniere 

1 5 importante par I'utilisation de technologies plus recentes basees sur 
I'hybridation moleculaire entre des molecules d'acide 
desoxyribonucleique (ADN) ou d'acide ribonucleique (ARN). En virologie 
medicale par exemple, c'est le materiel g6netique du virus qui est 
recherche a Taide d'une sequence sonde d'ADN ou d'ARN specifique. ce 

20 qui represente une preuve directe de la presence eventuelle de Tagent 
infectieux. 

Un tel diagnostic a pour finalite la mise en evidence d'au moins 
une sequence definie d'ADN ou d'ARN dans un echantillon biologique. 
Pour les infections par un pathogene (virus, bacterie, parasite, etc..) c'est 
25 une sequence precise du materiel genetique du pathogene qui est mise 
en evidence. Pour les maladies genetiques (plus de 3000 chez Thomme). 
c'est une anomalie dans une sequence precise de I'ADN genomique qui 
est revelee. 

Pour atteindre une tres grande sensibilite il est necessaire 
3 0 d'amplifier in vitro le nombre de molecules d'ADN ou d'ARN qui doivent 
etre mises en evidence. Les sequences d'ADN ou d'ARN ainsi amplifiees 
sont detectees dans un second temps par hybridation moleculaire a I'aide 
de sondes nucleiques. Les meilleurs resultats sont actuellement obtenus 
en utilisant la technique d'amplification par reaction en chaine d'une ADN 
3 5 polymerase ou technique PGR ("Polymerase Chain Reaction") (Saiki et 
col.. 1985), 

La technique d'amplification enzymatique in vitro ou technique 
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d'amplifioatton par PCR a d^orita en d^cambre 1985 e. appliquee au 
diagnostic da I'an^mie 4 h^maties falciformas. Contrairamant a tous las 
tl^mas d.an,p,l«oa.ion d.cms iuscu'lci . la ^^^^ 
dUplifier sp4olfiquemar,t la quantit* da sSquancas d'.ADN doubia bnn 
cibla avam qu'allas na soiant dataotSes par hybridation moltoia,ra^ Le 
prcipl da ^a PCR ast d'utiiisar da maniare rapatitiva I'activit* d'una ADN 
po ylasa pour copier la s^quanca d'ADN . amplifiar. Las basas 
'aThnologiquas da la PCR raposant sur daux points fondarnantaux. La 
prt^lar point concama lUiHsation da daux a™rcas oligonuc.oW.^^^^ 
distantas da n nuolaotidas, i'una complamantaira du bnn ADN W, lairtra 
du brin ADN (-) at don, ,as axtr.mltis 3' son. an ragard La sacond po,n, 
concama rutilisation r^pStitiva da I'activitS d'una ADN 

La cons^quenoa immSdata da ces daux pomts ast qua, dan das 
conditions ad^quatas toutas las sSquencas n^osyntha«s^as au cycia W 
Tauven, mra utilis^as con.ma matrica par i'ADN Pol)'"'^-- ™ 
(n.1). Ainsi toutas las saquancas sp^oifiquas prasantas apras la q^c^n 
pauvan, atra copi^as au cycla (n.1). II an r^sulta una an^Pl~ 
axponantlaila du nombra da siquancas spacHiques an fonCon du 

"""""^tstr.tapas succasslvas son. n.cassalras au d.rou,en.an. 
d'un cycle da PCR. 11 faut tout tfabord parmattra rhybridaBon spaaf,que 
d'un oligonucleotide avac una sequence d'ADN simple brin a ampW e . A 
partir du complexe cfhybrida^on ainsi .orma una ADN polymarasa eai se 
'a synthesa du brin d'ADN comp«man.alra an u.lilsan. rol,gonucleo,,de 
comma amorce e. la brin d'ADN k amplifier comma matrice. De maniara 
plus prWse, un cycla d'ampiification ast compost da ,ro,s atapas^ 
premfare «ape parmet de r^aliser la d^naturation des =eq"en-s d ADN 
doubia brin a 90-1 00-C. La saconda «ape permat d^boutir a 
rhybridation sp^cHiqua das oiigonuclSotidas parmisa par un abatssament 
de la temperature au cours da la phase d' hybridation das a™roas La 
troisieme atapa autorisa I'extension da Wgonucieot,de hybnda a una 
temperature proche de la tempe^tura optimale de <onct>onnemant da 
,.ADN polymLsa (37'C pour la fragment de Kleno« et 72 C pou la 
polymerase axlraita a partir da Thermus aquatious) (Chian ^'J^J^' . 

Lors du cycla d'amplification (n+1), las sequences d'ADN simple 
brin sont synthetiseas an utllisanl comma matrices les 
neosynthetisees au oyda (n), ainsi qua las sequences presentas a lafm 
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du cycle (n-1). Une sequence neosynthetls6e au n®"^® cycle ne pourra 
ainsi servir d'amorce au cycle (n+1 ) que si sa longueur est au moins egale 
a la distance en bases s^parant les deux amorces. Dans ces conditions, 
le nombre de sequences d'ADN amplifiees sp^cifiquement varie 
exponentieliement par rapport au nombre de cycles. 

L'amplification a partir de sequences d'ARN necessite de realiser 
une 6tape pr6liminaire de synthase de I'ADN complementaire (ADNc). 
Cette approche est importante pour la detection du genome de retrovirus 
comme les VIH responsables du SIDA chez Thomme (Ou et col., 1988). 

La reaction d'hybridation moleculaire entre deux sequences 
d'acides nucleiques est directement Ii6e a la temperature. Cette 
hybridation basee sur la complementarite des bases entre deux 
sequences peut intervenir entre deux molecules d'ADN, entre deux 
molecules d'ARN ou entre une molecule d'ADN et une molecule d'ARN. 
L'hybridation moleculaire permet done de realiser soit Tappariement par 
liaison hydrogene entre deux molecules distinctes, soit Tappariement 
intra-moleculaire entre deux sequences complementaires. Dans ce 
dernier cas, il y a formation de structure dite secondaire de molecules 
d'ADN ou d'ARN. L'influence de la temperature sur la reaction 
d'hybridation est essentielle et chaque sequence d'ADN (ou d'ARN) est 
definie par son Tm, c'est a dire la temperature a laquelle 50: % des 
sequences sont appariees aux sequences complementaires. Le Tm d'une 
sequence precise peut etre lvalue experimentalement en suivant par 
spectrophotometrie rhyperchromiclte a 260 nanometres qui accompagne 
le desappariement (ou denaturation) de deux sequences d'ADN 
complementaires. La totalite des sequences d'ADN sont sous forme 
simple brin a temperature elevee (100*^C) et sous forme double brin a 
temperature basse (10-20*'C). 

Le Tm d'une sequence d'ADN depend essentiellement des deux 
parametres suivants: de la sequence en bases et de la force ionique du 
milieu. Les Tm generalement rencontres variant de 20 a 85 °C. Ainsi, la 
totalite des reactions d'hybridation moleculaire doivent etre realisees dans 
des conditions thermiques parfaitement definies et controlees. 

Pour le diagnostic biologique (sante humaine, sante animale, 
agro-alimentaire) une sequence d'ADN ou d'ARN definie peut etre 
detectee a I'aide de la sequence d'ADN ou d'ARN complementaire 
utilisee comme sonde moleculaire . La sonde est prealablement 
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marquee, soit a I'aide d'un isotope radioactif. soit a I'aide d'une 
modification chimique. Apres hybridation entre la sequence able et la 
sequence sonde, cette demiere peut etre detect6e grace a son marquage. 
11 a ete montre par plusieurs equipes de recherche que la detection d une 
molecule unique d'ADN ou d'ARN est possible en ut.l.sant 
sequentiellement la PGR et la detection du produit ^'amP f.cat.on 
specifique a I'aide d'une sonde nucleique (Larzul et col.. 1989) Un te 
re'sultat procure un gain de sensibilite d'un facteur 104 a 105 par 
comparaison avec les perfomnances des tests immunologiques. 

D'autre part, la specificite des reactions d'hybridation moleculaire 
est excellente puisqu'il est possible de mettre en Evidence une .nf.me 
variation dans la sequence des bases composant le materiel genet^que 
d'Tindividu. La modification d'une seule base sur les 3.500.000.000 de 
bases qui composent le genome humain peut ainsi etre mise en evidence 
Pour le diagnostic en biologie. la PGR est done un outil de cho.x 
dont le developpement en routine est intimement 116 a son automat.sat.on 
complete. Deux conceptions differentes d'appareil permettan 
d-automatiser la PGR ont jusqu'ici 6te decrites. Le ^^^^^^^^^^^^^^^ 
decrit dans la demande EP-A2-O 236 069 et sera appele dans la presente 

description "appareil Getus". du nom de la ^^^'^^^ISr^lsIa 536 It 
demande. Le second appareil est d6crit dans la demande BF 88.08.536 et 
sera appele dans la presente description "appareil Pasteur", du nom de 
nnstitut ayant depose la demande. Lappareil Getus et I'appare.l Pasteur 
permettent de soumettre de manlere cyclique un nombre donne 
d'echantillons biologiques aux conditions de temperatures caractensan 
un cycle de PGR. Trois temperatures differentes sont generalement 
utilisees au cours du cycle precite. afin de permettre succesivement la 
d^naturation des sequences d'acides nucleiques double-bnn 
I'hybridation des amorces oligonucleotidiques. et I'extension de ces 
dernieres par une ADN polymerase. U conception des deux appareils 
precedemment cit6s est bas6e sur le traitement d'un lot d'6chant.llons 
biologiques distlncts. chaque echantillon etant contenu dans sa propre 
enceinte close et immobile par rapport a la dite enceinte. De man.ere 
habituelle, I'enceinte close est un tube jetable en matiSre plast.que 
(polypropylene par exemple) d'une capacite de 0,5 a 1.5 millllitres equ.pe 

d'un bouchon amovible. 

Uappareil Getus est caract6ris6 par le fait qu'un lot d'enceintes (48 
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tubes de 0,75 millilitre) contenant les 6chantillons est plac6 dans un 
recepteur fixe a I'interieur duquel circule un liquide thermoregule. Le 
transfert d'energie thermique qui a lieu entre le dit liquide thermoregule et 
Techantillon biologique permet de reguler la temperature de ce dernier. 
5 Deux exemples sont proposes dans la demande EP-A2-0 236 069 pour la 
realisation technique de cet appareil. Dans le premier exemple, le 
recepteur est en relation avec un composant a effet Peltier (chauffage et 
refroidissement), qui est lui meme en relation avec un reservoir. Dans le 
second exemple, le recepteur est en relation, par Tintermediaire d'un 
1 0 systeme de valves automatiques, avec deux reservoirs contenant un 
liquide thermoregule. L'un des reservoirs contient un liquide dont la 
temperature est comprise entre 80°C et lOS^'C, et I'autre reservoir contient 
un liquide dont la temperature est comprise entre 35°C et 60°C. 

Uappareil Pasteur est caracterise par le fait qu'un lot d'enceintes 

1 5 (49 tubes de 1,50 millilitres ou 96 tubes de 0,75 millilitre) contenant les 

echantillons biologiques est deplace mecaniquement entre trois 
recepteurs independants, chaque recepteur etant a une temperature 
constante au cours d'un cycle de PCR. Le deplacement du dit lot est 
assure par le bras articule d'un robot de transfert. Un recepteur est 

2 0 constitue d'une cuve thermostatee equipee d'un element chauffant. 

Uappareil Cetus a le desavantage d'utiliser un fluide qui est 
chauffe ou refroidi dans une cuve puis transfer^ par rintermediaire d'un 
circuit non thermoregule de la dite cuve vers le recepteur d'echantillons. 
Uutilisation du dit fluide intennediaire dans de telles conditions augmente 

2 5 tres significativement Tinertie thermique du systeme et diminue 

sensiblement la precision de la temperature reellement atteinte par 
Techantillon biologique. Par rapport a la technique PCR, Tutilisation de 
I'appareil Cetus pose done deux problemes essentiels. Le premier 
probleme est que les variations de temperature de I'environnement 

3 0 immediat de Techantillon biologique sont lentes (au plus egales a 1°C par 

minute) ce qui. d'une part allonge de maniere importante la duree globale 
de I'amplification par PCR, et d'autre part augmente tres significativement 
la consommation d'ADN polymerase thermoresistante dont le 
pourcentage de perte d'activite augmente de maniere tres importante 
35 entre SO^'C et 100°C. Le second probleme est le manque de controle de la 
temperature reelle de Techantillon biologique qui est differente de la 
temperature du fluide intermediaire dans la cuve thermoregulee 
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pr^cedemment cit6e. La difference de temperature pr6citee peut avoir de 
graves consequences sur la qualite de la PGR. en particulier lors de 
I'etape d'hybrldation des amorces ollgonucleotidiques au cours de 
laquelle la temperature desiree par I'experimentateur est le garant de la 
speciflcite de la reaction d'amplification. 

L'appareil Pasteur a le d^savantage de necessiter un systeme 
mecanique complexe et encombrant decrit dans la premiere revendication 
comme "un robot de transfert successif des portoirs". 

L'appareil Cetus et l'appareil Pasteur ont le grand desavantage de 
travailler sur des 6chantillons biologiques provisoirement enferm^s. 
pendant I'amplification par PGR. dans une enceinte close precise, ce qui a 
de graves consequences que nous allons malntenant developper. Qu'il 
s'agisse d'une part, de la description et des revendications des demandes 
EP-A2-O 236 069 et BP 88.08.536, d'autre part du savoir faire utilise dans 
tous les laboratoires de recherche, les dites enceintes sont des tubes 
jetables equipes d'un bouchon amovible. Ainsi. pour les deux appareils 
cites. I'echantillon biologique doit etre introduit dans I'enceinte avant 
I'amplification par PGR puis preleve de I'enceinte apres la dite 
amplification. De maniere habituelle, comme I'enceinte est un tube jetable 
equipe d'un bouchon amovible. I'introduction et le prelevement de 
I'echantillon precedemment cites sont realises par ouverture et fermeture 
du dit bouchon amovible. Les conceptions de l'appareil Getus et de 
l'appareil Pasteur sont done figees sur I'utilisation d'encelntes closes, du 
type tube avec bouchon amovible. ce qui rend complexe I'execution d'un 
precede biologique stnjcture comme un ensemble d'etapes sequentielles 
dont rune d'entre elles est ramplification par PGR. En effet, au cours du dit 
precede biologique, I'echantillon doit subir plusieurs fois consecutives les 
deplacements suivants: insertion dans une enceinte, preievement dans la 
meme enceinte, puis insertion dans une nouvelle enceinte. L'appareil 
Getus et l'appareil Pasteur sont en particulier inadaptes pour le traitement 
par PGR d'un echantillon qui se deplace a I'interieur d'une enceinte de 
type capillaire. Le dit deplacement ^ rinterieur d'une enceinte pouvant 
etre une solution interessante pour I'execution d'un processus biologique 
structure comme un ensemble d'etapes sequentielles. 

On connait d'autre part la demande GB 89 17 963 qui n'etait pas 
publiee au moment du depot de la presente demande. et qui decrit un 
appareil permettant d'automatiser la Technique PGR. Le dit appareil regoit 
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au moins une enceinte de type capillaire a I'lnterleur de laquelle 
I'echantillon biologique est deplace entre differentes zones 
thermoregul6es. Dans la description d6taillee de la demande GB 89 17 
963, le deplacement de I'echantillon a I'interieur du capillaire est assure 
par un systeme magnetique compose d'une partie entraineuse, situ6e a 
I'exterieur du capillaire, et d'une partie entrainee. situee a I'interieur du 
capillaire de part et d'autre de I'echantillon biologique. La partie 
entraineuse pouvant etre un aimant et la partie entrainee pouvant etre une 
suspension de particules m6talliques dans de I'huile minerale. Le 
systeme magnetique d'entrainement precedemment cite a le d^savantage 
d'etre delicat a mettre en oeuvre du fait de I'etat liquide de I'echantillon 
biologique et de la faible taille du capillaire (de 1 millimetre k 3 
millimetres). 

Dans la presente description et dans les revendications, on 
entendra par le terme "cycle thermique", les variations parfaitement 
definies de la temperature en fonction du temps suceptibles de servir 
d'unite de traitement a caract^re repetitif. Un traitement est habituellement 
structure comme une succession de cycles thermiques identiques ou 
semblables. chaque cycle etant 6galement une unite de fonction. 'Pour la 
PGR. un cycle thermique est I'unite de fonction permettant de doubler 
specifiquement le nombre d'une sequence definie d'ADN. Pour ce faire, 
un cycle thermique de PGR applique a un echantlllon biologique doit 
permettre de r^aliser successivement, la denaturation des sequences 
d'ADN, I'hybridation des amorces oligonucl6otidiques, et I'extension des 
dites amorces par une ADN polymerase. Par exemple, lorsqu'une ADN 
polymerase thermor^sistante est utilis6e, un cycle thermique de PGR doit 
permettre d'incuber un ^chantillon biologique aux temperatures 
fonctionnelles de 95°G, 50°G et72°G respectivement, les variations entre 
ces valeurs ainsi que les temps d'incubation a chaque temperature 
fonctionnelle devant par ailleurs etre definis. 

Dans la presente description ainsi que dans les revendications, les 
termes "enceinte de type capillaire" ou "capillaire" seront utilises pour une 
structure torique pouvant contenir un liquide dont le positionnement 
depend principalement de I'effet de capillarite sur la paroi interne du tore. 
Pour les applications decrites en details dans la presente invention, 
I'enceinte de type capillaire est avantageusement un tuyau souple en 
matidre plastique dont le diametre externe peut varier de 4 a 1 millimetres 
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et le diam^tre interne de 3 a 0,2 millimetres. 

Dans la pr6sente description ainsi que dans les revendications. on 
entendra par le terme "6crasement de I'enceinte de type capillaire". ou 
"ecrasement du capillaire". Taction mecanique d'une piece d'appui sur le 
capillaire resultant en une deformation localisee du dit capillaire 
caracterisee par le fait, d'une part que deux surfaces internes .opposees 
par rapport k I'axe du tore, sont amenees en contact, d'autre part qu'elle 
empeche le passage d'un fluide a I'interieur du tore au niveau de la zone 
cl*©crasenn0nt. 

Par ailleurs. on entendra par le terme "galet" la piece d'appui 
precitee responsable de I'ecrasement du capillaire. 

Dans la presente description ainsi que dans les revendications. on 
entendra par les temies "aval" et "amonr de rechantillon biologique des 
positions situees sur le capillaire. la position amont se trouvant dans la 
partie par laquelle Techantillon a 6t§ initialement introduit dans le 
capillaire place dans I'appareil decrit dans la pr6sente invention, la 
position aval se trouvant dans la partie opposee a la partie amont par 

rapport a rechantillon. 

L'objectif principal de la presente Invention est rautomatisation de 
la technique PGR appliqu6e a un echantillon biologique contenu dans 
une enceinte autre qu'un tube equipe d'un bouchon amovible. Un tel 
resultat peut etre atteint par Putilisation d'un appareil d'execution 
automatique r^p^tee d'un cycle thermique permettant le traitement d'au 
moins un echantillon biologique caracteris§ par le fait, d'une part que 
rechantillon est mis en mouvement a Tinterieur d'une enceinte du type 
capillaire souple entre au moins deux zones thermor6gu!§es. d'autre part 
que le syst^me d'entrainement de rechantillon biologique comporte au 
moins un galet ecrasant le capillaire. et tel que le d^placement du dit 
systeme d'entrainement le long du capillaire ait un effet d'entrainement de 
rechantillon biologique a rint6rieur du capillaire. 

Uappareil pr6cit6 peut avantageusement etre caracterise par le 
fait d'une part que le systeme d'entrainement comporte deux galets situes 
I'un en amont et rautre en aval de rechantillon biologique. cheque galet 
etant de forme torique et pouvant tourner autour de son axe de symetne. 
d'autre part que le systeme d'entrainement. constitu^ des deux galets 
reunis a raide d'au moins une piece de jonction, a un mouvement de 
translation parallele au capillaire souple maintenu rectiligne dans la zone 



2672231 



10 

de mouvement du dit systeme d'entrainement. 

De maniere preferentielle, au moins deux zones thermoregulees 
sont distinctes, chacune etant compos§e d'une structure plane sur 
laquelle le capillaire souple est en contact. 

Selon une premiere version, I'appareil en question est 
preferentiellement caracterise par le fait, d'une part que le traitement d*au 
moins un echantillon blologlque est la reaction en chaine de la 
polymerase (PGR), d'autre part qu'il possede quatre zones 
thermoregulees disposees en serie, une premiere zone est regulee a une 
temperature permettant la denaturation des sequences d'acide nucleique, 
une deuxieme zone est regulee a une temperature permettant le 
refroldissement rapide de Techantillon biologique a partir de la 
temperature occasionnant la denaturation jusqu'^ une temperature ne 
permettant que Thybridation specifique des amorces oligonucleotidiques, 
une troisieme zone est regulee a la temperature ne permettant que 
rhybridation specifique des amorces oligonucleotidiques et I'initialisation 
de leur extension, une quatrieme zone est regulee a une temperature 
permettant une extension optimale des amorces oligonucleotidiques. 

Selon une seconde version, I'appareil precite est 
avantageusement caracterise par le fait, d'une part que le traitement d'au 
moins un echantillon biologique est la reaction en chaine^ de la 
polymerase (PGR), d'autre part qu'il possede au moins trois zones 
thermoregulees. Tune etant embarquee sur le systeme d'entrainement et 
possedant une thermoregulation qui n'est activee qu'a un moment precis 
du traitement. L'activation de la thermoregulation precitee doit permettre, 
en particulier. le refroidissement rapide de Techantillon biologique d'une 
temperature permettant la denaturation jusqu'a une temperature ne 
permettant que ('hybridation specifique des amorces oligonucleotidiques. 

Afin de faciliter le positionnement de I'echantillon biologique au 
moins en debut d'experience. I'appareil en question est caract6ris6 par le 
fait que le systeme d'entrainement possede deux positions de 
stationnement distinctes, de sorte que I'une des positions n'autorise pas 
I'ecrasement du capillaire et que I'autre position ait cet effet d'ecrasement, 
cette caract§ristique permettant le positionnement initial de I'echantillon 
biologique entre les deux galets a partir d'une position proximale par 
rapport au dit systeme d'entrainement. 

De maniere preferentielle, I'appareil decrit dans la presente 
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invention est caract6ris6. d'une part par le fait que la force motrice. 
responsable du deplacement du systeme d'entrainement le long du 
caplllaire avec un effet d'entrainement de I'echantillon biologique, r§sulte 
de Taction d'un moteur electrique sur au moins une piece de jonction. 
d'autre part par le fait que le deplacement actif du systeme d'entrainement 
provoque une rotation passive des deux galets qui le composent autour 
de leur axe propre du fait du contact intime entre les galets et le capillaire. 

Afin d'apporter une meilleure quality du traitement d'un echantillon 
biologique, I'appareil concerne est avantageusemem caracterise par le 
fait qu'il est equip6 d'au moins un capteur place a I'interieur d'une 
enceinte de mesure semblable au capillaire souple contenant 
l-echantlllon biologique. le dit capteur pouvant fournir la temperature 
r^elle instantanee d'un echantillon biologique de reference contenu dans 

renceinte de mesure. 

Pour un meilleur confort d'utilisation, I'appareil en question est 
caracterise par le fait qu'un ordinateur programmable par I'utillsateur 
commandG. le deplacement du systeme d'entrainement le long du 
capillaire. le deplacement du systeme d'entrainement entre les deux 
positions de stationnement precedement definies. la temperature de 
consigne instantanee de chaque zone thermoregulee. I'activation et la 
desactivation de la thermoregulation de certaines zones, et le nombre 

total de cycles thermiques. 

La presente invention sera mieux comprise a I'aide du 
complement de description qui va suivre, qui se refere aux dessins 

annexes dans lesquels: 

- la figure 1 represente une vue schematique en coupe 
longitudinale d'un mode de realisation preferentiel de I'appareil selon 
rinvention. 

- la figure 2 represente une vue schematique en coupe 
transversale du mode de realisation pr§f§rentiel de la figure 1. 

- la figure 3 represente un schema fonctionnnel de 
positionnement du systeme d'entrainement et de I'echantillon biologique 
contenu dans I'enceinte de type capillaire. 

L'appareil represente en details dans les figures 1 et 2 comporte 
une base (1) dont la face superieure plane est destlnee a recevoir au 
moins une enceinte fixe de type capillaire souple (10) pouvant contenir un 
echantillon biologique. La base (1) regoit les elements thermoregul§s (7). 
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(8) et (9) disposes en s6rie. Un isolant thermique est contenu dans 
Tespace peripherique (6) de maniere, d'une part a proteger les elements 
thermoregul6s entre eux, d'autre part & prot6ger la base par rapport aux 
elements (7), (8) et (9). Les elements (7) et (8) sont equipes de moyens de 
5 chauffage, et rel6ment (9) est equipe de moyens de chauffage et de 
refroidissement utilisant un composant a effet Peltier. Chaque element 
themioregule est equips d'un syst^me de regulation thermique lui 
permettant, a un instant donne, d'etre a une temperature precise 
determinee par Texperimentateur. (7) et (8) peuvent etre regules de la 
1 0 temperature ambiante jusqu'a 120°C. (9) peut etre regule de 2°C jusqu'a 
100^a 

Par rapport a un tel appareil (figures 1 et 2), le nombre d'elements 
thermoregules, ainsi que la game de temperatures caracterisant chacun 
d'eux. peuvent etre differents. Ainsi, il peut etre envisage de n'utlliser que 

^ 1 5 deux elements thermoregules, Tun etant equipe de moyens de chauffage 
et Tautre etant equipe d'un composant a effet Peltier. Une autre possibilite 
est de disposer d'un appareil muni de quatre elements thermoregules 
dont trois elements equipes de moyens de chauffage et un element 
equipe d'un composant a effet Peltier. Par ailleurs, 11 peut etre avantageux 

. 20 d'ameliorer Techange thermique entre un element thermor6gule et 
Techantillon contenu le capillaire. Pour ce faire, la face superieure de 
I'element precite peut etre creusee de sillons paralleles recevant les 
capillaires. Une telle option permet d'avoir un contact plus intime entre la 
source thermique et le capillaire. 
25 Uappareil decrit en details dans la presente Invention contient un 

systeme d'entrainement, constitue de deux galets (3,5) et de deux pieces 
de jonction (4,19), qui peut etre mis en mouvement de translation parallele 
au capillaire (10) par Tintermediaire de deux couroies d'entrainement 
(14,23) fixees sur le systeme d'entrainement. Chaque couroie (14) (figure 
3 0 1) est tendue entre deux poulies (13,15), dont Tune seulement est une 
poulie motrice (15). Les deux poulies motrices (15,22) (figure 2) sont 
solidaires du meme axe (24) qui peut etre mis en rotation du fait de sa 
connection avec un moteur electrique (26). Afin de permettre une libre 
rotation du galet (3) autour de son axe (25), deux roulement a billes (18) 
3 5 sont places a chaque extremites du dit galet Le guidage en translation du 
systeme d'entrainement est obtenu par Tencastrement des deux 
extremites de Taxe (25) (figure 2) de chaque galet (3) dans les rainures 
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(21,27) plac6es sur les faces laterales internes du couvercle (12). Le 
guidage precite est facilite par rutilisation de roulements & billes (17). 

Selon une autre version de I'appareil en question, II peut §tre 
congu un systdme d'entrainement ne portant qu'un seui galet et ayant une 
fonctionnalite proche de celle obtenue avec I'appareil decrit sur les figures 
1 et 2. Bien que pouvant entrainer un echantillon dans de bonnes 
conditions, un systeme d'entrainement a un seul galet est cependant mal 
adapte a des traitements thermiques de l'6chantillon biologique k des 
temperatures superieures a 70°C. Dans une nouvelle version encore, 
I'appareil decrit dans cette invention peut etre 6qulpe d'un systeme 
d'entrainement possedant deux galets fixes par rapport aux pieces de 
jonction. Dans ce cas, les galets, qui ne sont pas en mouvement de 
rotation sur eux m§me, gllssent sur I'enceinte de type capiliaire tout en 
I'ecrasant. Ce glissement n^cessite I'utilisation de materiaux adaptes pour 
le capiliaire et les galets. II peut egalement etre envisage dans une autre 
conception de I'appareil de faire porter par le systeme d'entrainement I'un 
des elements thermoregules, comme par exemple un element equips 
d'un composant a effet Peltier. Par ailleurs et dans une nouvelle 
conception d'appareil encore, la force motrice responsable du 
deplacement du systeme d'entrainement peut s'appliquer directement sur 
I'axe d'un au moins des galets, ci-apres appele galet moteur. Le galet 
moteur est semblable a celui decrit dans la figure 2, sauf qu'il est solidaire 
de son axe propre. 

L'appareil repr^sente dans les figures 1 et 2 possede un systeme 
permettant aux galets (3) et (5) d'etre, soit en position de stationnement 
haute, solt en position de stationnement basse. La position de 
stationnement haute ne permet pas aux galets d'ecraser I'enceinte de 
type capiliaire, alors que dans la position de stationnement basse les 
galets sont assez proches de la base (1) pour ^eraser le capiliaire (10). 
Qu'il soit en position de stationnement basse ou haute, le systdme 
d'entrainement peut etre mis en mouvement de translation parallele au 
capiliaire. L'6tabllssement des galets en position haute ou basse est 
obtenu par la mise en mouvement, grace k la connection (16) avec un 
moteur electrique, d'un pointeau (2) porte par le couvercle (12). Le 
pointeau etant a la fois solidaire du couvercle et en appui sur la base (1), 
le deplacement du pointeau sur un axe perpendiculaire au plan du 
couvercle entraine une rotation de faible amplitude du couvercle par 
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rapport a I'axe (11). Dans sa rotation, le couvercle entraine les elements 
qu'il porte et le systeme d'entrainement en partfculier. Des baguettes (20) 
dlspos§es de part et d'autre de la base (1) permettent de garder une 
distance minimale constante entre chaque galet et la base. 

L'appareil en question, represente dans les figures 1 et 2, est tres 
bien adapte pour executor automatiquement la technique de reaction en 
chaine de la polymerase ou technique PGR. Pour ce faire, I'echantillon 
biologique liquide (figure 3) devant etre soumis k la PGR est introduit au 
niveau de (ri) dans la partie de capillaire (10) plac6e dans l'appareil, puis 
place en position proximate (el) par rapport au syst6me d'entrainement 
qui est en position de stationnement basse (pi). Le d^placement du 
systeme d'entrainement de (p1 ) jusqu'a (p2) entraine le d^placement de 
I'echantillon de la position (el) jusqu'a la position (e2). Le systeme 
d'entrainement passe alors en position de stationnement haute (p3), puis 
se deplace jusqu'a une nouvelle position de stationnement haute (p4). Au 
cours du deplacement du systeme d'entrainement entre les positions (p3) 
et (p4), I'echantillon biologique reste en position (e2) du fait que le 
capillaire ne soit pas ecras6 lorsque le systeme d'entrainement est en 
position de stationnement haute. Le passage du systeme d'entrainement 
de la position (p4) vers une position de stationnement basse (p5) a pour 
consequence I'ecrasement du capillaire (10) par les galets. Le galet (3) 
ecrase le capillaire en amont de I'echantillon biologique et le galet (5) 
ecrase le capillaire en aval de I'echantillon biologique. Au cours de la 
suite du traitement, correspondant au deroulement de la PGR proprement 
dite, le maintien du systeme d'entrainement en position basse et son 
deplacement entre deux quelconques des positions (p5), (p6) et (p7) ont 
un effet d'entrainement de I'echantillon biologique, situe entre les deux 
galets, entre les zones (A), (B) et (C) respectivement. A partir du premier 
positionnement du systeme d'entrainement en position (p5), I'echantillon 
peut effectivement etre soumis aux diff^rentes temperatures fonctionnelles 
permettant de realiser la PGR. Pour ce faire. les zones (A). (B) et (G) 
peuvent etre thermoregulees a 95°G. 15°G et 72°G respectivement. 
L'echantillon en position (e2) est porte a 95°C, soit a une temperature 
permettant la denaturation des ADN double-brin. L'echantillon est ensuite 
deplace de (e2) vers (e3) oCi il est refroidi jusqu'^ 50°G grace la 
thermoregulation de la zone (B) a 15°G. Le refroidissement de 
l'echantillon jusqu'a 50°G permet une hybridation sp§cifique des amorces 
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oligonuclSotidiques sur les sequences d'ADN cible. De la position (e3). 
I'echantillon est deplace jusqu'a la position (e4), situee dans la zone (C), 
oCi il est porte a 72°C, soit a une temperature proche de la temperature 
optimale de fonctionnement de I'ADN polymerase thermoresistante 
utillsee. Le positionnement successif de r6chantlIlon en (e2). (e3), puis 
(e4) permet de soumettre rechantillon k un cycle complet de PGR. Le 
d6placement de I'echantillon de (e4) vers {e2) permet done d'initier un 
nouveau cycle de PGR. Le nombre total de cycles de PGR g6neralement 
utilise varie de 20 ^ 45 en fonction de la nature de rechantillon biologique 
initial et du module biologique de PGR utilise. Dans certains cas 
particuliers. caracterises par une tres faible quantite d'ADN cible contenu 
dans rechantillon biologique initial et un faible rendement de la PGR, un 
nombre total de cycles de PGR superieur a 50 peut §tre n6cessaire. 
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REVENDICATIONS 

1/ Appareil d'execution automatique repetee d'un cycle thermique 
permettant le traitement d'au moins un echantillon biologique caracterise 
par le fait, d'une part que I'echantillon biologique est mis en mouvement 
a I'interieur d'une enceinte du type capillaire souple (10) entre au moins 
deux zones thermor6gul6es choisies parmi 7, 8 et 9. d'autre part que le 
syst^me d'entrainement de I'echantillon biologique comporte au moins 
un galet 6crasant le capillaire (10). et tel que le deplacement du dit 
syst§me d'entrainement le long du capillaire ait un effet d'entrainement 
de I'echantillon biologique a I'interieur du capillaire. 

2/ Appareil selon la revendlcation 1 caracterise par le fait, d'une part 
que le systeme d'entrainement comporte deux galets (3.5) situes I'un en 
amont et I'autre en aval de rechantillon, chaque galet etant de forme 
torique et pouvant tourner autour de son axe de symetrie (25). d'autre 
part que le systeme d'entrainement, constitue des deux galets reunis a 
I'aide d'au moins une piece de jonction (4,19), a un mouvement de 
translation parallele au capillaire souple maintenu rectiligne dans la zone 
de mouvement du dit systeme d'entrainement. 

3/ Appareil selon les revendications 1 et 2 caracterise par le fait 
qu'au moins deux zones thermoregulees choisies parmi 7, 8 et 9 sont 
distinctes, chacune etant composee d'une structure plane sur laquelle le 
capillaire souple est en contact. 

4/ Appareil selon les revendications 1 a 3 caracterise par le fait, 
d'une part que le traitement d'au moins un echantillon biologique est la 
reaction en chaine de la polymerase (PGR), d'autre part qu'il possede 
quatre zones thermoregulees disposees en serie, une premiere zone est 
regulee a une temperature permettant la denaturation des sequences 
d'acide nucleique, une deuxi^me zone est r6gulee a une temperature 
permettant le refroidissement rapide de I'echantillon biologique de la 
temperature occasionnant la denaturation jusqu'a une temperature ne 
permettant que I'hybridation specifique des amorces oligonucleotidiques, 
une troisidme zone est regulee a la temperature ne permettant que 
I'hybridation specifique des amorces oligonucleotidiques et I'initialisation 
de leur extension, une quatrieme zone est regul§e h une temperature 
permettant une extension optimale des amorces oligonucleotidiques. 

5/ Appareil selon les revendications 1 k 3 caracterise par le fait, 
d'une part que le traitement d'au moins un echantillon biologique est la 
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reaction en chaine de la polymerase (PGR), d'autre part qu'il possede au 
moins trois zones thermoregulees, Tune etant embarquee sur le systeme 
d'entrainement et possedant une thermoregulation qui n*est activee qu'a 
un moment precis du traitement. 
5 6/ Appareil selon les revendications 1 a 5 caracterise par le fait que 

le systeme d'entrainement possede deux positions de stationnement 
distinctes. de sorte que Tune des positions (p4,p3) n'autorise pas 
Tecrasement du capillaire et que I'autre position (p1,p2,p5,p6,p7) ait cet 
effet d'ecrasement. 

10 7/ Appareil selon les revendications 1 a 6 caracterise par le fait, 

d'une part que la force motrice, responsable du deplacement du systeme 
d'entrainement le long du capillaire avec un effet d'entrainement de 
Techantillon biologique, resulte de Taction d'un moteur electrique (26) 
sur au moins une piece de jonction (4,19), d'autre part que le 

1 5 deplacement actif du systeme d'entrainement provoque une rotation 
passive des deux galets (3,5) autour de leur axe propre (25) du fait du 
contact intime entre les galets et le capillaire (10). 

8/ Appareil selon les revendications 1 a 7 caracterise par le fait qu'il 
est equipe d'au moins un capteur place a Pinterieur d'une enceinte de 

20 mesure semblable au capillaire souple contenant Techantilion 
biologique, le dit capteur pouvant fournir la temperature reelle 
instantanee d'un echantillon biologique de reference contenu dans 
I'enceinte de mesure. ^■ 

9/ Appareil selon les revendications 1 a 8 caracterise par le fait 

25 qu'un ordinateur programmable par I'utilisateur commande, le 
deplacement du systeme d'entrainement le long du capillaire, le 
deplacement du systeme d'entrainement entre les deux positions de 
stationnement, la temperature de consigne instantanee de chaque zone 
thermoregulee, Tactivation et la desactivation de la thermoregulation de 

3 0 certaines zones, et le nombre total de cycles thermiques. 
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